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Mittol sur Tirnnusithe rapi e von Tusiorerlesrankungen 



Die vorliegende Erfindung betrifft Mittel, die sich zur 
Immuntherapie von Tumorerkrankungen eignen. Solche Mittel sind 
Tumorzellen, eine diese enthaltende Tumorzell-Bibliothek und 
die Tumorzellen umfassende Vakzine. Ferner betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der Tumorzellen und 
die Verwendung dieser sowie der Vakzine und der Tumorzell- 
Bibliothek. 

Zur Behandlung von Tumorerkrankungen werden die 
verschiedensten Verfahren durchgeftihrt . vielfach werden 
Primartumoren chirurgisch entfernt und die Patienten einer 
Nachbehandlung in Form einer Chemo- und/oder Strahlentherapie 
unterzogen. Durch die Nachbehandlung soli erreicht werden, da£ 
restliche Tumorzellen zerst^rt werden. Auch werden 
Immuntherapie-Ver f ahren versucht, in denen aua den 
Primartumoren erhaltene Tumorzellen manipuliert und den 
Patienten wieder zuruckgegeben werden. Damit soil eine 
Sensibilisierung des immunsystems filr die Tumorzellen erreicht 
werden, wodurch eine spatere Metastasenbildung verhindert 
werden soli. Die Immuntherapie -Verfahren zeigen allerdings 
noch nicht die gewiinschten Erfolge. Vielfach reicht die 
Sensibilisierung des Immunsys terns nicht aus, wodurch 
Tumorzellen unerkannt bleiben und sich zu Metastasen ausbilden 
kdirnen, Auch fordern Immuntherapie-Ver f ahren, dafi Patienten- 
eigene Tumorzellen zur Behandlung verwendet werden. Dies 
bedeutet einen grofien Kosten- und Zeitaufwand. Vielfach kaim 
eine Immuntherapie Uberhaupt nicht durchgefuhrt werden, well 
nicht genugend Tumorzellen aus dem einzelnen Patienten 
erhalten werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Mittel bereitzustellen, mit dam eine immuntherapie von 
Tumorerkrankungen durchgefuhrt werden kann, wobei die 
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vorstehenden Nachteile vermieden werden, 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
Fatentanspruch^n erreicht . 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders tiber den Zusaramenhang zwischen der Expression von- 
MHC ("major histocompatibility complex")!-, II-Genen in 
Tumorzellen und der Iramunogenitat dieser. MHC I-Gene werden 
auch. mit HLA-A- , HLA-B- und HLA-C-Genen bezeichnet. Ferner 
werden MHC II-Gene auch mit HLA-Dr- , HLA-DQ- und HLA-DP -Genen 
bezeichnet, Der Anmelder hat erkannt, da£ in Tumorzellen die 
Expression von MHC I- und/oder MHC II-Genen gestort ist. 
Insbesondere hat er gefunden, daiS viele Tumorzellen keine MHC 
II-Gene exprimieren. Desweiteren hat er erkannt, da£ durch die 
gestSrte Expression der MHC I- und/oder MHC Ji-Gene und dem 
damit verbundenen Fehlen der entsprechenden Genprodukte auf 
der Oberflache von Tumorzellen die dort vorliegenden 
Tuirvorantigene vom Immunsystem nicht als Fremd-Antigene erkannt 
und daher die Tumorzellen nicht zerstfirt werden. Andererseits 
hat der Anmelder gefunden, da£ Tumorzellen, die eine in einem 
Menschen vorliegende Kombination von MHC I- und MHC II-Genen 
aufweisen und diese auch exprimieren, eine hohe Immunogenitat 
aufweisen. Solche Kombinationen sind insbesondere jene, die in 
Tabelle I angegeben sind. Desweiteren hat er erkannt, dafc die 
Immunogenitat solcher Tumorzellen noch gesteigert werden kann, 
wenn sie ferner kostimulatorische Molekule und/oder Zytokine 
expr imi er en . 

Erf indungsgemafi werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
Tumorzellen mit einer in einem Menschen vorliegenden 
Kombination von MHC I- und MHC II-Genen bereitzustellen, wobei 
die Gene expr imi ert werden. 

Der Ausdruck "Tumorzellen" umfa£t Tumorzellen jeglichen Tumors 
des Menschen. Beispiele von Tumoren umfassen Mamakarzinom, 
Anogeni talkarz inora , Lungenkarzinom, Colonkar zinom , Hirntumor , 
Magenkarzinom, Blasenkarzinom, Leber zellkarzinom und Melanom. 
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Die Tumorzellen kOnnen frisch isoliert sein Oder in Kultur 
vorliegen. Auch konnen sie als solche oder in einem 
Zellverband, z.B. (Primar) Tumor oder Metastase, vorliegen. 

Der Ausdruck "Kombination von MHC I- und MHC II-Genen" umfafit 
jegliche Kombination von MHC I- und MHC II-Genen, die in einem 
Menschen vorliegen kann. Insbesondere ist die Kombination aus 
den in Tabelle I angegebenen Koinbinationen ausgew&hlt. 

Der Ausdruck "exprimierte Gene" weist darauf hin, dafi die 
Kombination von MHC I- und MHC IX-Gene exprimiert wird. Dies 
kann durch ubliche Verfahren erreicht werden. Gunstig ist es, 
die Tumorzellen und ggfs. andere Zellen, z.B. Lymphozyten, des 
gleichen Patienten, zunachst einer Gewebetypisierung zu 
unterziehen urn f estzustellen, welche der MHC I- und/oder MHC 
II-Gene sine gestorte Expression aufweisen. Die 
Gewebetypisierung kann z.B. durch serologische Verfahren, wie 
sie von dem °llth International Histocompatibility Workshop" 
bekannt sind, erfolgen. Die gest6rte Expression der MHC I- 
und/oder MHC II-Gene kann dann durch Transf ektion von 
entsprechenden exogenen, ggfs. auf Expressionsvektoren 
vorliegenden Genen in die Tumorzellen korapensiert werden. 
Beispiele von Expressionsvektoren umfassen pUHDlO-i, pRcRSV, 
pBSK, RSV.5 hygro, pBJ und B45-neo, Beispiele von Trans- 
f ektionsverf ahren umfassen Calciumphosphat-CoprSzipitation, 
Elektroporation, Lipofektion, DOTAP-Liposome und retrovirale 
Transfektion. Die Expression von transf izierten MHC I- und/- 
oder MHC II-Genen kann stabil oder transient sein, wobei 
stabil bevorzugt ist. Der Nachweis der Expression kann durch 
ubliche Verfahren, z.B. serologische Verfahren, vgl . 
vorstehend, erf olgen. 

In bevorzugter Ausfuhrungsf orm weisen vorstehende Tumorzellen 
auch ein Oder mehrere fur kostimulatorische Molekille und/oder 
Zytokine kodierende Gene auf, die exprimiert werden. Beispiele 
von kostimulatorischen Molektilen umfassen B7, wie B7-1 oder 
B7-2, und CD44 . Beispiele von Zytokinen umfassen Interleukine, 
wie IL-2, QM-CSF, TNF-a und Interf eron~Y- Das Vorliegen der 
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angesprochenen Gene in den Tumorzellen und die Expression der 
Gene kannen in tiblicher Weise erreicht werden. Es wird auf 
vorstehende Ausftlhrungen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung vorstehender Tumorzellen. Ein 
solches Verfahren umfafit die folgenden verfahrensschritte: 

(a) Gewebetypisierung von Tumorzellen, 

(b) Transfektion der Tumorzellen mit MHC I- und/oder MHC II- 
Genen, wodurch eine in einem Menschen vorliegende 
Kombination dieser Gene erhalten wird, und 

(c) Selektion auf jene Tumorzellen, welche die MHC I- und MHC 
II-Gene exprimieren. 

Der Ausdruck "Gewebetypisierung von Tumorzellen" umfafit 
jegliches Verfahren, mit dem die Expression von MHC I- und MHC 
II-Genen bestimmt werden kann. Es wird auf vorstehende 
Ausftlhrungen verwiesen. GUnstig kann es sein, dafi von dem 
gleichen Patienten, von dem die Tumorzellen stammen, auch 
andere Zellen, z.B. Lymphozyten, einer Gewebetypisierung 
unterzogen werden. Damit wird die Feststellung der ftlr diesen 
Patienten geeigneten Kombination von MHC I- und MHC II-Genen 
noch erleichtert. 

^ Der Ausdruck "Transfektion von Tumorzellen" umfa£t jegliches 

Verfahren, mit dem MHC I- und/oder MHC II-Gene, in Tumorzellen 
transfiziert werden kdnnen , Es wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen verwiesen. 

Der Ausdruck "Selektion auf Tumorzellen" umfafct jegliches 
Verfahren, mit dem auf Tumorzellen selektioniert werden kann, 
die MHC I- und MHC II-Gene exprimieren. Es wird auf 
vorstehende Ausftlhrungen verwiesen. 

In bevorzugter Ausftihrungsf orm werden die Tumorzellen auch mit 
ein oder mehreren ftlr kostimulatorische Molektlle und/oder 
Zytokine kodierenden Gene transfiziert und auf die Expression 
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dieser Gene selektioniert . Es wird auf vorstehende Ausfuhrun- 
gen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Tumorzell-Bibliothek, die vorstehende Tumorzellen urafaSt. 
Bevorzugt ist es, wenn die Tumor zell en von jeglichem Tumor des 
Menschen stanonen und jegliche in einem Menschen vorliegende 
Kombination von MHC I- und MHC II-Genen umfassen. Besonders 
bevorzugt umfassen die Tumorzellen die in Tabelle I 
angegebenen Kombinationen von MHC I- und MHC II-Genen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
•^J- Vakzine, die vorstehende Tumorzellen und ubliche Hilfsetoffe, 

z.B. Puffer, Tr&germittel und Verdunnungsmittel, umfafit. 
Bevorzugt ist es, wenn die Vakzine, Tumorzellen verschiedener 
Tumoren mit jeweils gleicher Kombination von MHC I- und MHC 
II-Gene umfafct. 

Die vorliegende Erfindung stellt Tumorzellen bereit, in denen 
eine Kombination von MHC I- und MHC II-Genen e^priraiert wird, 
wobei die Kombination in einem Menschen vorliegt. Insbesondere 
ist die Kombination eine solche, die bei vielen Menschen 
vorliegt. Somit stellen die erf indungsgemSJSen Tumorzellen ein 
Mittel dar, das nicht nur einem bestimmten Menschen, sondern 
vielen Menschen verabreicht we r den kann. Ferner stammen die 
w Tumorzellen von jeglichem Tumor des Menschen. Insofern ist die 

vorliegende Erfindung auch nicht auf die Behandlung eines 
bestimmten Tumors beschrSnkt, sondern kann fur ein beliebig 
groiSes Spektrum von Tumoren verwendet warden . 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es mttglich, Patienten, die 
an einer Tumorerkrankung leiden, eine Immuntherapie 
anzubieten. Diese hat den grofcen Vorteil, da& sie rasch 
erfolgen kann. Nach Feststellung der Tumorart und seiner 
Typisierung bzw. von anderen aus dem gleichen Patienten 
stammenden Zellen, kSnnen geeignete er f indungsgemaSe 
Tumorzellen, z.B. aus der Tumorzell-Bibliothek, ausgewShlt und 
dem Pateinten verabreicht warden. Gtinstig ist es, wenn vor 
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Verabreichung der Tumorzellen diese durch MaSnahmen, wie 
Bestrahlung, an einer Replikation gehindert werden. 

Desweiteren ermoglicht es die vorliegende Erfindung, 
prophylaktisch gegen alle mdglichen Tumoren vorzugehen. Hierzu 
ist es nur notwendig, eine Gewebetypisierung von Zellen des zu 
behandelnden Menschen durchzuf uhren und diesem dann eine 
geeignete erf indungsgem&JSe Vakzine zu verabreichen . 

Somit stellt die vorliegende Erfindung einen Durchbruch auf 
dem Qebiet der Immuntherapie von Tumorerkrankungen dar. 

Die Erfindung wird durch das nachstehende Beispiel erl&utert. 

Beispiel: Hersttellung Qz-£±ndungsgem&fier Tumorzellen 

(A) Etablierung von ^imosrzellen sines Me 1 anosk- Fat i ent en 

Aus einem Melanom-Fatienten wird der Tumor entfernt, 
zerkleinert und in mehrere Zellkulturf laschen mit DMEM-Medium 
gegeben. Nach 48 Stunden Kultivierung (37°C, 5 % C0 2 ) wird das 
Medium gewechselt- Nach 1-2 Wochen werden ftinf 
Zellkulturf laschen ausgewahlt, die unabhSngig voneinander 
behandelt werden, 

(B) Gewebe typ i e i ©rung von Lyaa&ho zyt en und Tumorzellen eines 
ss©lanoa° Pat i eaton 

la Voz-bes-eifcung von Xjymphozyten und Tusiox-zellen fur die 
Gewab©typis i ©rung a 

Me lanom- Patient en von (A) wird Blut entnommen. Dieses wird mit 
einem Anti-Koagulantium versehen und mit gleichem Volumen an 
HBSS-IjBsung verdOnnt - Das Blut wird in Rohrchen gegeben, in 
denen Fikol vorgelegt ist. Die R6hrchen werden 20 min bei 800 
g zentrifugiert . Die erhaltene Zwischenphase wird entnommen, 
in HBSS-L5sung resuspendiert und 5 min bei 500 g zentrifu- 
giert. Die erhaltenen Lymphozyten werden gez&hlt und fur die 
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Gewebetypisierung als Liisung mit einer Konzentration von 1-2 x 
lQVml standardisiert . 

Die etablierten Tumorzellen von (A) werden in gleicher 
Konzentration standardisiert. 

2* Serologische sestiaaaung von StLA-Mol©kulen auf Lympho zyt en 
und Tumorzellen 

Es werden Polystyren-Platten verwendet, die rait Antiseren 
gegen HLA-A, hla-c, hla-b, hla-dr, hla-dq bzw. hla-dp 
beschichtet sind. Diesen Platten wird jeweils 1 /tl der 
^ Lymphozyten-LSsung bzw. Tumorzell-Losung von (B) 1. zugegeben. 

Die Platten werden 30 min bei 22°C inkubiert, bevor jeweils S 
/il frisches Komplement zugegeben werden, AnschlieSend werden 
die Platten 60 min bei 22°C inkubiert, bevor jeweils 1 fil eines 
Acridinorange/Ethidiumbromid-Cocktail und 1 jil Quentscher- 
Ldsung zugegeben werden. Die Platten werden bei Raumtemperatur 
4 Stunden stehengelassen* Positive Proben werden durch die 
Entwicklung der f luoreszierenden F&rbung ausgewiesen. 

Es zeigt sich, da£ die Lymphozyten folgende HLA-Molek\ile 
aufweisen: 

A*01; Cw*07; B*08; DRBl*03 ; DQA1*02; DQB1*02; DPAl*02; 
DPB1*02. 

Die Tumorzellen weisen dagegen nur folgende HLA-Molekttle auf: 
A*01; Cw*07; B*08« 

3. 3a§t±s@oag- de? H&&-G@ae von Lys&hozytea 

Aus den Lynrphozyten von (B) 1. wird RNA isoliert und einer 
reversen Transkription unterzogen. Die erhaltene cDNA wird 
einem PCR-Verfahren unterworfen, bei dein Primer-Gruppen 
verwendet werden, die entsprechend der HLA-Molektile von (B) 2. 
ausgew&hlt sind. Insbesondere werden folgende Primer 
verwendet; 
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A* 01: forward: CGA CGC CGC GAG CCA GAA 

reverse: AGC CCG TCC ACG CAC CG 

Cw*07: forward: GGA CCG GGA GAC ACA GAA C 

reverse: CGC ACG GGC CGC CTC CA 

B*08: forward: GAC CGG AAC ACA CAG ATC TT 

reverse: CCG CGC GCT CCA GCG TG 

DRB1*03: forward: GAC GGA GCG GGT GCG GTA 

reverse: CTG CAC TGT GAA GCT CTC CA 

DQA1*02: forward: CGA GTT TTA CGG TCC CTC TGG C 

reverse; CTC ATT GGT AGC AGC GGT AGA GTT GG 

DQB1*02: forward: GTG CGT CTT GTG AGC AGA AG 
reverse: CGT GCG GAG CTC CAA CTG 

DFA1*02: forward: CCC GCT CTG GTT TGA TTT AT 
reverse: CAC TTC GCA TCT ATG CGA 

DPB1*02: forward: AGG ACA GAA CTC GGT ACT AGO A 
reverse: TGA ATC CCC AAC CCA AAG TCC CC 

Die PCR-Bedingungen sind wie folgt: 24 Zyklen: 1 roin, 94°C; 45 
sec, 65°C; 2 mixx, 72°C. Endzyklus : 1 min, 94°C; 45 sec, 65°C; 10 
lain, 72°C. 

Die amplifizierte DNA wird mit den Restriktionsenzymen Sa.ll 
und HindlXI gespalten und in den entsprechend gespaltenen 
Vektor M13 mpl8 bzw. M13 mpl9 inseriert. Rekombinante DNA- 
Molekule werden zur Transformation von E. coli. JM109 
verwendet . Ernaltene Klone werden einem Screening-Verfahren 
mittels Hybridisierung mit der amplif izierten DNA unterzogen. 
Positive Klone werden einer Sequenzierung unterworf en. 



Es zeigt sich, dafi die HLA-Mo 1 ektil e von (B) 2 . durch f olgende 
HIiA-Gene kodiert sind: 
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A*01Ol; Cw*0701; B*080X; DRB1*0301; DQAl*0201; DQB1*0201; 
DPA1*0201; DFB1*0201. 

4. Isolisrung too HLA-D Oeaen aus Lymphtozytan und 
Transf&ktion dieser in Tumorzoll<an 

Dem Me lanom- Patient en von (A) wird Blut entnommen. Dieses wird 
mit einem Anti-Koagulantium versehen und mit achtfachem 
tiberschufc an RCL-Puffer verdunnt. Das Blut wird 30 sec in 
einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wird mit RCL- 
Puffer aufgenorratien und zentrifugiert . tfach mebrmaligem Wie- 
derholen dieses Schrittes wird das Pellet in NLB-Fuf fer gelSst 
und mit Proteinase K 1 h bei 63-65°C und 10 min bei 95°C 
inkubiert. Die Losung wird 60 sec in einer Mikrozentrifuge 
zentrifugiert und das Pellet verworfen. Der uberstand enthalt 
die DNA aus den Lymptiozyten. 

Diese DEtA wird einem PCR-Verf ahren unterzogen bei dem jene 
Primer verwendet werden, die in (B) 2. fur die HLA-D Gene, 
DRB1*03, DQA1*02, DQB1*02, DPA1*02 bzw. DPBl*02 eingesetzt 
worden sind. 

Die PCR-Bedingungen sind wie folgt: 30 Zyklen; 30 sec, 98°C; 60 
sec, 55°C; 105 sec, 72°C. Endzyklus : 7 min, 72°C. 

Proben der amplif izierten DNA werden auf einem 1 % Agarose-Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Es werden Fragmente von 216 bp 
fur DRB1*03, von 219 bp fur DQA1*02/DQB1*02 , und von 245 bp 
fur DPA*02/DPB1*02 erhalten. 

Die amplifiziert© DNA wird mit den Restriktionsenzymen Sail 
und Hindlll gespalten und in den entsprechend gespaltenen 
Expressionsvektor B45-neo inseriert. Rekombinante DNA-Mo 1 ekul e 
werden zur Transformation von E. coli JM109 oder DH5F 1 ot ver- 
wendet. Erhaltene Klone werden einem Screening- Verfahren 
rnittels Hybridisierung mit der amplif izierten DNA unterzogen. 
Positive Klone werden durch Sequenzierung bestStigt. 
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Diese Klone werden zur Tranef ektion der Tumorzellen von (A) 
verwendet, Die Tumorzellen werden trypsiniert und es wird eine 
Elektroporation bei 400 V und 490/1 FD durchgefuhrt . Die 
Tumorzellen werden mit G418 (400 - 1000/ig/ml) 4 Wochen 
selektioniert, bevor sie einem p Fluor escence-Activa ting-Cell - 
Sorting" (FACS) unterzogen werden- Es werden Tumorzellen 
erhalten, die folgende HLA-Mo 1 ekul e exprimieren: 

A*0101; Cw*0701; B*0B01; DRB1*03Q1; DQAl*0201; DQBl*0201; 
DPA1*0201; DPB1*0201. 

5. Traasfektion von Tumorzellen ait Geaea, die fus 
kostisrulatorisch® MoIqJcuI© bzw. Zytokine kodiez*en. 

cDNAs, die fur CD44, IPN-y bzw. GM-CSF kodieren, werden von 
Invitrogen erhalten. Die cDNAs werden in die 
Expressionsvektoren RSV\5 hygro (blunt /BamHl) , pUHDl0-l (Xmnl) 
bzw. pBSK (BamHI) inseriert. Rekombinante DNA-Molekiile werden 
zur Transformation von E. coli JM109 oder DH5 ' oc verwendet. 
Erhaltene Klone werden einem Screening-Verf ahren mittels 
Hybridisierung mit den cDNAs unterzogen. Positive Klone werden 
durch Sequenzierung bestatigt. 

Diese Klone werden zur Transf ektion der in (B) 4. erhaltenen 
Tumorzellen verwendet. Die Transf ektion wird mit DOTAP- 
Liposomen nach Anleitung des Hers tellers Boehringer Mannheim 
durchgeftthrt „ Die transf izier ten Tumorzellen werden durch FACS 
bzw. RT-PCR gascreent. Es werden Tumorzellen erhalten, die 
folgende HLA-Molekiile und kostimulatorische Molekule sowie 
Zytokine exprimieren: 

A*0101; Cw*0701; B*0801; DKB1*0301; DQA1*0201; DQB1* 
0201; DPA1*0201; DPB1*0201; IFN-y; CD44; GM-CSF. 
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Tabelle I 
Haufige HIA Kombinationen 



vai- 
ker- 
grup- 
pe 


HLA-A 


HLA-C 


HLA-B 


HLA- 
DR 


HLA- 
DQ 


HLA- 
DP 


Hau- 
fig- 
keit 


Cor- 
nish 
(Kel- 
ten) 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


8,4% 


Ger- 
man 


A*- 
0101 


CW*- 
0701 


B*- 

0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0401 


4, 8% 


Ger- 
man 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 

0701 


DR*- 

1501 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0401 


2,5% 


USA 


A*- 
1001 


Cw*- 
0701 


B*- 

0801 


CR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0401 


4,3% 


Cana- 
dian 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


5,1% 


Au- 

stra- 

lian 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


7,6% 


Japa- 
nese 


A*- 

2401 


CBL 


B*- 


DR*- 

lb U 1 


DQ*- 

fti ni 


DP*- 


8,2% 


Japa- 
nese 


A*- 
33 01 


CBL 


B*- 
4401 


DR*- 

1302 


DQ*- 

UIU1 


DP*- 
U4 U A 


4,9% 


Indi- 
an 


A*- 
2401 


CBLf 


B*- 
6101 


DR*- 
1501 


DQ*- 
0101 


DP*- 

0402 


4; 1% 


Thais 


A*- 

0201 


Cw*- 
1101 


B*- 

4601 


DR*- 
0901 


DQ*- 
0301 


DP*- 
0401 


4,5% 


Tai- 
wan 


A*- 
2401 


Cw*- 
0701 


B*- 
3901 


DR*- 
1201 


DQ*- 
0701 


DP*- 
1301 


10,4% 


Inuit 


A*« 
2401 


CBL 


B*- 
4801 


DR*- 
0401 


DQ*- 
0701 


DP*- 
0201 


9,4% 


Sin- 
ga- 
pore 


A*- 
0201 


Cw*- 
1101 


B*- 

4601 


DR*- 
0901 


DQ*- 
0301 


DP*- 
0401 


7,2% 


Maori 


A*- 

0201 


Cw*- 
0101 


B*- 
5501 


DR*- 
1201 


DQ*- 
0701 


DP*- 
0101 


8,1% 


Bush- 
man 


A*- 
3001 


cw*- 

0401 


B*- 

5801 


DR*- 
1301 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0401 


8,2% 


North 
Am. - 
Ne- 
groid 


A*- 
3601 


cw*- 

0401 


B*- 

5301 


DR*- 
1101 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0101 


1,1% 
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Bas- 
que 


A*- 
2901 


CBL 


B*- 
4401 


DR*- 
0701 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0201 






nese 


ART. 


CRT. 


B*- 
6201 


DR*- 
1201 


DO*- 
0701 


DP*- 
0401 


8,2% 


5 


Mon- 
goli- 
an 


A*- 
3001 


Cw*- 
0601 


B*- 
1301 


DR*- 
0701 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0201 


4,0% 




XJra- 
lic 


A*- 
1101 


cw*- 

0401 


B*- 

3501 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


3,1% 



10 



22/01 2001 18:21 FAI +49 69 42724748 



HUBER & SCUUESSLER PAT ■+ BURNS DOANE 



@ 019 



20. Juli 1S99 



10 



15 



20 



25 



30 




13 

PatentansprOche 



2. 



Tumorzellen mit einer in einem Menschen vorliegenden Komblnatlon von 
MHC I- und MHC ll-Genen, wobei die Gene exprimiert werden. 

Tumorzellen nach Anspruch 1, wobei femer ein oder mehrere Gene fur 
kostimulatorische Molekule exprimiert werden. 



3. Tumorzellen nach Anspruch 2, wobei die kostimuiatorischen MolekGle B7 
und CD44 umfassen. 

4. Tumorzellen nach elnem der Anspruche 1-3, wobei ferner ein oder mehrere 
Gene fur Zytokine exprimiert werden. 

5. Tumorzellen nach Anspruch 4, wobei die Zytokine Interleukine, GM-CSF, 
TNF-or und Interferon-y umfassen. 

6. Tumorzellen nach elnem der Anspruche 1-5, wobei die Kombination von 
MHC I- und MHC II-Genen ausgewahlt 1st aus: 



35 



Vol- 

ker- 

grup- 

pe 


HLA-A 


HIiA-C 


HLA-B 


HIA- 
DR 


HLA- 
DQ 


HLA- 
DP 


HaU- 
fig- 
keit 


Cor- 
nish 
(Kel- 
ten) 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


DR*~ 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


8,4% 


Ger- 
man 


A*- 
0101 


0701 


B*- 
0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0401 


4,8% 


Ger- 
man 


A*- 

0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0701 


DR*- 
1501 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0401 


2,5% 


USA 


A*- 
1001 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


CR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0401 


4,3% 


Cana- 
dian 


A* — 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 

0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


BP*- 
0101 


5,1% 
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Au- 
stra- 
lian 


A*- 
0101 


Cw*- 
0701 


B*- 
0801 


DR*- 
0301 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0101 


t t OTS 


5 


Japa- 
nese 


A*- 
2401 


CBL 


B*- 
5201 


DR*- 
1501 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0901 


8,2% 




Japa- 
nese 


A*- 
3301 


CBL 


B*- 
4401 


DR*- 
1302 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0401 


4,9% 




Indi- 
an 


A*- 
2401 


CBL 


B*- 

6101 


DR*- 
1501 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0402 


4,1% 


10 


Thais 


A*- 

0201 


CW*- 
1101 


B*- 
4601 


DR*- 
0901 


DQ*- 
0301 


DP*- 
0401 


4,5% 




Tai- 
wan 


A* - 
2401 


Cw*- 
0701 


B*- 
3901 


DR*- 
1201 


DQ*- 
0701 


DP*- 
1301 






Inuit 


A*- 
2401 


CBL 


B*- 

4801 


DR*- 
0401 


DQ*- 
0701 


DP*- 
0201 


□ A A 


15 


Sin- 
ga- 
pore 


A* - 
0201 


Cw*- 
1101 


B*- 
4601 


DR*- 
0901 


DQ*- 
0301 


DP*- 
0401 


7 / ^"6 




Maori 


A*- 
0201 


Cw*- 
0101 


B*- 
5501 


DR*- 
1201 


DQ*- 
0701 


DP*- 
0101 


8,1% 




Bush- 
man 


A*- 

3001 


CW*- 
0401 


B*- 
5801 


DR*- 

1301 


DQ*- 
0101 


DP*- 
0401 


8,2% 


20 


North 
Am. - 
Ne- 
groid 


A*- 

3601 


CW*- 
0401 


B*- 
5301 


DR*- 
1101 


DQ*- 

oioi 


DP*- 
0101 


1,1% 


25 


Bas- 
que 


A* - 
2901 


CBL 


B*- 
4401 


DR*- 
0701 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0201 






U CL V CL 

nese 


A.RL 


CBL 


B*- 
6201 


DR*- 
1201 


DQ*- 

0701 


DP*- 
0401 


8,2% 


30 


Mon- 
goli- 
an 


A* - 
3001 


Cw*- 
0601 


B*- 

1301 


DR*- 
0701 


DQ*- 
0201 


DP*- 
0201 


4,0% 




Ura- 
lic 


A*- 
1101 


CW*- 
0401 


B*- 
3501 


DR*- 
0301 


D Q*- 
0201 


DP*- 
0101 


3,1% 



7. Tumorzellen nach einem der Anspruche 1 - 6, umfassend die folgende 
35 Kombination von MHC I- und MHC ll-Genen: 



A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201; DPA1- 
*0201; DPB1*0201. 
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8. Tumorzellen nach einem der Anspruche 1 - 7, umfassend die folgende 
Komblnation von MHC l-/ll-Genen und Genen fur IFN-y, CD44 sowie GM- 
CSF; 

A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201; DPA1- 
5 *0201; DPB1*0201; IFN-y; CD44; GM-CSF. 



g Verfahren zur Herstellung der Tumorzellen nach Anspruch 1, umfassend die 
folgenden Verfahrensschritte: 

10 (a) Gewebetypisierung von Tumorzellen, 

(b) Transfektion der Tumorzellen mit MHC I- und/oder MHC Il-Genen, 
wodurch eine in einem Menschen vorllegende Komblnation dieser 
Gene ertialten wird, und 

(c) Selektion auf jene Tumorzellen, welche die MHC I- und MHC ll-Gene 
15 exprimieren. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei femer die Tumorzellen mit ein oder 
mehreren fur kostimulatorische Molekule und/oder Zytokine kodierenden 
Genen transfiziert und auf die Expression dieser Gene selektioniert werden. 

20 

11. Tumorzell-Bibliothek, umfassend die Tumorzellen nach einem der An- 
spruche 1-8. 

12. Vakzlne, umfassend die Tumorzellen nach einem der Anspruche 1-8 und 
25 ubliche Hilfsstoffe. 



13. 



Vetwendung der Tumorzellen nach einem der AnsprQche 1-8, der Tumor- 
zell-Bibliothek nach Anspruch 11 oder der Vakzine nach Anspruch 12 zur 
Prophylaxe und/oder Behandlung von Tumorerkrankungen. 
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K 2549 

Zusammenfassung 

5 Mittel zur lmmuntherapie von Tumorerkrankungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Mittel, die slch zur lmmuntherapie von Tumor- 
erkrankungen eignen. Solche Mittel sind Tumorzellen mit einer in einem Menschen 
vorliegenden Kombination von MHC I- und MHC ll-Genen, wobei die Gene 
10 exprimiert werden, eine die Tumorzellen enthaltende Tumorzell-Bibliothek und die 
Tumorzellen umfassende Vakzlne, Femer betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung der Tumorzellen und die Verwendung dieser sowie der Vakzine und 
der Tumorzell-Bibliothek. 



15 



